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RESUMEN

A partir de las muestras de mosto de San Pedro Teozacoalco y San Luis Amatlan-
Miahuatlan, se pudo caracterizar y aislar a la bacteria Zymomona mobilis. Para la
identificacién y caracterizacion de estas bacterias gramnegativas se realizaron
pruebas bioquimicas dadas para el microorganismo en estudio, para realizar estas
pruebas se dispuso de multiples medios, los cuales se deben aplicar de acuerdo a
las exigencias del microorganismo en estudio y basandonos en diferentes
bibliografias, lo cual confirma la presencia de esta bacteria en el mosto de mezcal
de San Pedro Teozacoalco. Se realizo el crecimiento cinético para conocer la
velocidad de reproduccion, consumo y preferencia de azucar, asi como la
produccion de etanol tedrico de estas bacterias, cumpliendo asi los objetivos

planteados.



INTRODUCCION

La variedad de bebidas alcohdlicas que se producen en comunidades rurales es
muy amplia, en algunos casos estas bebidas se remontan a cientos de afios, son
parte de una tradicion, de las costumbres de comunidades y pueblos. (Vaughan,
2013).

Una de ellas es el mezcal una bebida tradicional mexicana. Cuya definicion
etimologica proviene del ndhuatl Metl e Ixcalli que significan “agave cocido al horno”
(Jacques et al., 2006).

Es definido cientificamente por la (NOM-070-SCFI-1994) como "bebida alcohdlica
gue se obtiene por la destilacion y rectificacion de los mostos (o jugos) preparados
directamente con los azlcares extraidos de las cabezas maduras de los agaves,
mismas que son previamente cocidas y sometidas a fermentacion alcohdlica". El
aroma y el sabor caracteristicos del mezcal estan influenciados por la mezcla de
compuestos producidos durante la fermentacion y por los proporcionados por el tipo

particular de agave utilizado (Escalante et al., 2008).

El proceso de fermentacion en el mezcal se produce de manera natural por diversos
microorganismos, entre los que destacan las levaduras y las bacterias. Sin
embargo, a diferencia de otros procesos fermentativos como lo que ocurren en los
vinos, la microflora que interviene en la fermentacion alcohdlica del mezcal no ha
sido completamente identificada y caracterizada aun cuando este es un producto de

fuerte arraigo cultural y gran importancia econdémica (Duran et al., 2007).

El proceso de fermentacion inicia en el mosto, donde se encuentran
microorganismos autoctonos como levaduras, bacterias lacticas, bacterias

etandlicas. (Escalante et al.,2004).



Las Bacterias Acido Lacticas (BAL) son unos de los microorganismos

fundamentales en la biotecnologia alimenticia (Vaughan, 2013).

Enfocandose en las bacterias acido lacticas, uno de los microorganismos que
recientemente ha sido objeto de numerosos estudios sobre la produccion de alcohol
es la Zymomonas mobilis. Esta bacteria ha despertado gran interés en la comunidad

biotecnolégica del mundo por su alta velocidad de fermentacién. (Abarca 2010).

Zymomonas mobilis (Zm), quien, por su consumo rapido de glucosa en procesos de
fermentacion y bajas de pH en el medio, han despertado interés desde la década
de los 30. (Matiz 2002).

Esta bacteria ha presentado niveles de 10% mayor produccion de etanol que las
levaduras, en estas la eficiencia en la hidrolisis de sacarosa mas alta reportada es
de 90%, mientras Zymomona mobilis a alcanzado entre 97 y 98% (Gutierrez Mora,
1987)



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

o Aislar, ldentificar y evaluar la capacidad de fermentacion alcohdlica de cepas
nativas de Zymomonas mobilis aisladas de dos Palenques en Oaxaca, San

Pedro Teozacoalco y San Luis Amatlan Miahuatlan.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar y purificar cepas nativas de Zymomona mobilis en agar selectivo
W.L.D.

e |dentificar las cepas de Zymomona mobilis mediante técnicas

convencionales.

e Realizar cinéticas de crecimiento con tres fuentes de carbono diferentes y

evaluar su produccién de etanol tedrico.
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JUSTIFICACION

México debido a la denominacién de origen es el Unico productor de mezcal el cual
tiene una importancia econdémica para los estados donde se elabora, ademas de
ser una bebida artesanal del pais, por lo que hace falta realizar mas investigaciones
acerca del consorcio microbiano que se encuentra involucrado en la fermentacion

alcohdlica del mezcal.

En la mayor parte de los destilados de Agave, la levadura Saccharomyces
cerevisiae es la més tolerante a altas concentraciones de etanol, sin embrago
existen bacterias acido lacticas, como Zymomona mobilis que aportan compuestos
volatiles aroméaticos importantes durante el proceso de fermentacion, ademas de
presentar mayor tolerancia al etanol que la levadura Saccharomyces cerevisiae de
ahi la trascendencia de aislar a Zymomona mobilis nativas que puedan ser utilizadas
para la formulacién de un inéculo que permita producir un mezcal con excelente

calidad, mejores caracteristicas organolépticas y menor tiempo de fermentacion.

Ademas de ser una potencial productora de etanol en procesos de produccion de

energias alternativas.

11



CAPITULO 1 MARCO TEORICO.

1.1 Caracteristicas del mezcal.

El mezcal es una bebida alcohdlica tradicional de México, que se elabora a partir de
diferentes especies de Agave. En el estado de Oaxaca la especie mas utilizada es

Agave angustifolia Haw, o maguey espadin (Palma-Cruz, 1991).

El mezcal es obtenido a partir de las plantas de agaves pertenecientes a la familia
Agavacea. En México este género es muy diverso y esta representado por 136
especies de agave (Flores et al, 2005). Sin embargo, el mezcal se obtiene
Unicamente a partir de unas cuantas especies. La bebida es producida en diferentes
estados de la republica mexicana. La mayor produccion se da en el estado de
Oaxaca a partir de las especies de mostos destilados del agave espadin Agave
angustifolia Haw y del Agave silvestre tobala Agave potatorum Zucc (Colunga y
Zizumbo, 2007) y como detalle de su caracteristica artesanal, esta bebida es
conocida por un gusano que se introduce en la botella, este es una larva de una
especie de plaga que vive en las plantas de agave. En el estado de Oaxaca el
mezcal es producido en diferentes regiones como Tlacolula, Sola de Vega, Matatlan,

Ejutla, Miahuatlan, Yautepec, Ocotlan, Zimatlan.

1.1.1 Etapas de produccion.

La produccion de mezcal comprende cinco etapas: corte o cosecha del Agave,
coccion, molienda, fermentacién y destilacion, como se muestra en la figura 1. La
fermentacion es la etapa mas importante y critica del proceso, pues de ello
dependeran las cualidades sensoriales del producto final; naturalmente es
espontanea, con la participacion de la microbiota nativa, la cual transforma a los
azucares que contiene el Agave en etanol, C0O,, y otros compuestos que forman

parte integral de la rica gama de sabores y aromas del mezcal. (Lopez 2020).

12
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Seleccion del Corte Coccibn Molienda
Maguey
4
Destilacion Fermentacion
FIGURA 1. Proceso de produccion de mezcal en Oaxaca. Fuente: Lopez 2020.

1.1.2 Fermentacion alcohdlica.

Podemos definir a este tipo de fermentacion como el proceso bioquimico por el cual
el consorcio microbiano transforman los azlcares del mosto en etanol y CO,
(Zambonelli, 1988; Navarre, 1994). Para que la fermentacion alcoholica tenga lugar,
el mosto debe hallarse en condiciones de limitacion de oxigeno. Bajo estas
condiciones las levaduras realizan la degradacion de los azucares de forma
incompleta generando etanol, CO, y energia. El rendimiento en biomasa de estas
levaduras es de tan solo 1 g por cada 100g de azucares consumidos (Mesas y
Alegre, 1999).

Se puede considerar que la fermentacion tiene tres grandes objetivos como

menciona (Kirchmayr et. al 2014):

1. Lograr una méxima conversion de los azlcares de los agaves en alcohol.

2. Generar compuestos volatiles agradables que repercutirdn en la calidad del
mezcal

producido.

3. Evitar la produccion de sustancias no deseadas como la acidez.

13



La fermentacion del mezcal en Oaxaca, es una de las etapas mas importantes
del proceso, ya que es aqui donde se transforman los AzUcares del Agave, en
etanol y otros compuestos quimicos, Dicha transformacion es llevada a cabo por
un consorcio microbiano integrado principalmente por levaduras y bacterias
(Lopez 2020).

1.1.3 Glucolisis

Espinosa (2013) menciona que en este proceso se convierte un mol de glucosa en
dos moles de etanol, dos moles de dioxido de carbono y dos moles de ATP. La
sacarosa, al ser un dimero de glucosa y fructosa, es primero hidrolizada por la
enzima invertasa y posteriormente fermentada. Cada molécula de glucosa es
convertida a dos moléculas de piruvato o acido pirdvico en un proceso llamado
glucolisis. El piruvato es transformado a acetaldehido mediante la enzima piruvato-
descarboxilasa y el acetaldehido da paso a la formacién de etanol mediante la

enzima alcohol-deshidrogenasa. Como en la figura 2.

CHO
|
CH H4
H-C-0OH 3
CH CH

' lco 04 | 3 NADH NAD l’

HO-CI-H """" - i —L’ =0 ;L H-C-OH
Glucolisis = Firuvaio- | Alcohol- |

H'IC'OH ICO descarboxilasa deshidrogenasa
H-C-OH OH

| Acido plruvico Acetaldehido Etanol
CH20H
Glucosa

FIGURA 2. Fermentacion alcohdlica. Fuente: Espinosa (2013).
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1.1.4 Compuestos volatiles

Los compuestos volatiles tienen diferente origen, pueden estar contenidos en la
materia prima y variar entre especies, regiones geograficas y entre condiciones
climaticas de cultivo o pueden generarse durante la fermentacion en funcién de la
cepa, caracteristicas del mosto y condiciones del proceso, o durante la maduracion
del producto (Pinal et al, 1997).

Dentro de estos compuestos se encuentran los alcoholes superiores, los acetales y
los ésteres. Existen en la literatura diversos trabajos sobre los factores que influyen
en la formacion de compuestos organolépticos, sin embargo, en el caso del mezcal
el conocimiento cientifico sobre este tema es incipiente y el resto de la informacion
disponible se basa sobre la experiencia acumulada durante afios por los

productores de mezcal.

1.1.5 Microorganismos involucrados.

Las bebidas fermentadas que se producen de forma tradicional como el mezcal, se
obtienen mediante fermentaciones espontaneas, es decir, no se afiaden inéculos
comerciales, sino que actlan los microorganismos naturales presentes en el
sustrato. Durante este tipo de fermentaciones no se obtiene el producto de la accion
de una Unica especie, ya que en ellas se llevan a cabo procesos bioquimicos muy
complejos, en los que intervienen e interaccionan levaduras y bacterias (Torija,
2002).

El principal argumento a favor indica que en estas fermentaciones se consiguen
caracteristicas organolépticas tipicas de la zona que no estarian presentes si se

utilizara un inéculo de cepas foraneas. La composicion cualitativa y cuantitativa de

15



la microbiota presente a lo largo de la fermentacién del mosto puede depender
principalmente de los siguientes factores: La region de origen de la materia prima,

el procedimiento de produccion, la temperatura y el pH, (Torija, 2002).

En estudios realizados por Lopez 2020, se han encontrado en el mezcal levaduras
del género Saccharomyces, existen otras levaduras no-Saccharomyces como
Candida, Kluyveromyces y Schizosaccharomyces. En el caso de las bacterias acido
lacticas hasta el momento se ha encontrado tres géneros; Lactobacillus, Weisella y

Leuconostoc.

1.2 Zymomona Mobilis.

Es una bacteria gran-negativa con una gran importancia en produccion de
biocombustible y la fermentacion de alimentos dado su versatilidad para la
produccion de etanol metabolizando azlcares. (Kremer et al. 2015).

La mayor parte de las cepas pertenece a la subespecie mobilis. (Abarca 2010).

Algunas caracteristicas fenotipicas del género Zymomona son:

1. Baston gramnegativo de 1 a 5 um de ancho y de 2 a 6 um de largo.

2. Inmévil o mévil debido a la presencia de 1 a 4 flagelos lofétricos.

3. Arreglo celular pleomorfico (cadenas, rosetas, filamentos).

4. Ausencia de esporas, de capsulas y de constituyentes de almacenamiento
celular.

5. Anaerdébico y microaerofilico.

8. Las unicas fuentes de carbono que metaboliza son: glucosa, fructosa y

sacarosa.

Algunas de las caracteristicas fundamentales de Zymomona mobilis para (Rogers
et al. 2007) son presentadas en la siguiente tabla:

16



TABLA 1.  Principales caracteristicas de Zymomona mobilis.

etanol (Velocidad especifica 2-3 veces mayor que las levaduras).

2. Alto rendimiento para el etanol y bajo para la biomasa comparado con las
levaduras, debido a las diferencias en el metabolismo del carbono (Entner-

Doudoroff Vs Glucolisis).

3. Mayores productividades reportadas (120'200g/Lh) en procesos en
continuo con reciclo celular (la maxima reportada para las levaduras es de

30-40 9/, p).

4. Condiciones simples de crecimiento, pues Zymomonas mobilis es
anaerobia (pero no es estricta) y no requiere la adicion controlada de
oxigeno con el fin de mantener la viabilidad celular a altas concentraciones

de etanol, como si pasa con las levaduras.

5. Tolerancia al etanol comparable o mayor que las levaduras. Se han

reportado concentraciones de etanol de 859/L (11% v/v) para cultivo en

continuo y de hasta 127g/L (16% v/v) en cultivo Batch.

6. Estudios aescalade laboratorio con Zymomonas mobilis durante muchos
aflos no han revelado problemas significativos de contaminacion o

problemas ocasionados por infeccion de bacteriéfagos.

7. El amplio rango de técnicas de ingenieria genética desarrollados para las
bacterias pueden ser utilizadas en Zymomonas mobilis con el fin de generar

cepas recombinantes.

17




8. La secuencia completa del genoma de Zymomonas mobilis ZM4 provee
nueva informacion para emplear la ingenieria metabdlica con el fin de

desarrollar productos adicionales de alto valor agregado (e. g. Succinato).

9. Uso potencial de las enzimas de Zymomonas mobilis en

biotransformacion quimica.

Fuente: Rogers et. al (2007).

1.2.1 Antecedentes

La bacteria en estudio fue aislada como contaminante durante la produccién de
sidra en 1912, su eficiencia para la produccion de alcohol fue conocida desde 1913
gracias a los estudios de Kluyveri y Hoppenbrouwers. En 1934, Screder y sus
colaboradores demostraron que cuando Z. mobilis era cultivada en presencia de
glucosa, el 98% del sustrato era transformado en etanol y en C0,. A principios de
los afios 50 Gibbs y De Moss demostraron que la bacteria metabolizaba su sustrato
por la via de Entner-Doudoroff. No fue sino hasta los afios 60 que la bacteria fue
utilizada a nivel industrial para la produccion de pulque, bebida alcohdlica de origen

mexicano (Balon 2009).

Debido a su morfologia, y al hecho de metabolizar su sustrato por via de Entner-
Doudoroff, la bacteria ha sido clasificada dentro de la familia de las
Pseudomonadaceae. Utilizando criterios taxonomicos relacionados con mas de
cuarenta cepas, Swings y De Ley propusieron una nueva clasificacién que reagrupa
a todas las cepas de Zymomonas en una especie (Zymomonas mobilis) y dos
subespecies: Zymomonas mobilis mobilis y Zymomonas mobilis pomaceae.(Abarca
2010).
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TABLA 2.  Aislamientos previos de Zymomona mobilis en agar WLD.

AUTOR TITULO METODOLOGIA | RESULTADOS

Cervantes | Caracterizacion | Para Colonias

et al., microbiologica Zymomonas sp pequenas,

(2008). del pulque y ,se utilizd Agar puntiformes
cuantificacion WLD. traslucidas que
de su contenido se podrian
de etanol asociar con
mediante Zymomonas sp.
espectroscopia
Raman.

Bayona Determinacion Utilizacion de Colonias

Martin et de bacterias Medio WLD. redondas,

al., (2001), | contaminantes bordes
en el proceso regulares, de
de produccién color verde
de alcohol profundo, de 1-4
etilicoy su mm de diametro.
relacion con la Tincion de Gram:
floculacion de bacilos gram
Saccharomyces negativos.
cerevisiae.

Maldonado | Efecto Cinco cepas de Colonias

et al., antagonico de | Z. mobilis en puntiformes, con

(2001). Zymomonas agar WLD. bordes
mobillis spp. regulares,
frente a cremosas,

Salmonella sp.

convexas - lisas
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y Proteus de color verde;
mirabilis. presentando

acidificacion en
el medio de

cultivo.

1.2.2 Necesidades nutritivas

Es una bacteria quimiorganétrofa que presenta auxotrofia por el pantotenato de
calcio y en algunos casos por la biotina. El nitrdgeno necesario para el crecimiento
puede proporcionarsele por medio de la peptona, extracto de levadura y caldo

nutritivo, sales minerales, aminoacidos o péptidos. (Balon 2009).

Los nitratos y nitritos no son asimilados por la bacteria. El azufre, magnesio y potasio
son proporcionados en forma de sales. Los oligoelementos (Mo, Fe, Zn, Mn, etc.)
necesarios al metabolismo de la bacteria se encuentra en estado de trazas en sales

utilizadas para la preparacion del medio de cultivo. (Abarca 2010).

Por otro lado, las condiciones 6ptimas de crecimiento de la bacteria Z. mobilis son
las siguientes: requiere azucares tales como glucosa, fructosa y sacarosa, es
anaerobio facultativo, pH 6ptimo de 5 y temperatura optima de 30°C. (Swings, et al.
1977).

1.2.3 Ruta metabdlica

Zymomonas mobilis es una bacteria anaerobia que so6lo metaboliza glucosa,
fructosa y sacarosa a partir de la ruta de Entner-Doudoroff (Choi 2008).
Zymomonas mobilis es una bacteria predominante en las savias de maguey, es

anaerobia facultativa y ha sido reportada como productora de etanol con
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rendimientos de hasta cinco veces mas que las levaduras por la via Entner
Doudoroff. (Nakamura 2008).

Posee una alta velocidad especifica de consumo de glucosa, soporta altas
concentraciones de glucosa y de etanol. Puede crecer con 400 g/l de glucosa

inicial. (Davis 2006).

Existen cepas de Z. mobilis capaces de llevar a cabo la fermentacion anaerobia de
un azdcar como la xilosa a etanol a través de la combinacién de las vias de las

Pentosas fosfato y la de Entner-Doudoroff.(Zhang 1995).

Para esta bacteria la via de Entner-Doudoroff es constitutiva y funciona
anaerObicamente. Esta via también opera de manera lineal, pero a diferencia de las
bacterias entéricas como E. coli, esta es la principal via para el catabolismo de
glucosa, fructosa y sacarosa, dando como productos etanol, acido lacticoy C0O,. En
cambio, la maltosa, lactosa, manosa, galactosa, arabinosa, dextrina y manitol no
son fermentados por Z. mobilis. (Swings, et al. 1977).

Esta bacteria carece de la enzima gluconato-6-fosfato deshidrogenasa (via de
Pentosas fosfato) y tiene el ciclo de Krebs incompleto, por lo que la via de Entner-
Doudoroff aporta todos los precursores metabdlicos necesarios para los procesos
de biosintesis y generacion de energia (Conway 1992).

Z. mobilis a través de la via de Entner-Doudoroff obtiene solo un mol de ATP por
mol de glucosa fermentada. Esto hace que este organismo requiera un flujo de
carbono répido. El sistema de transporte de azUcares por difusion facilitada,
acoplado a la alta expresion de los genes para las enzimas piruvato descarboxilasa
y alcohol deshidrogenasas permiten la conversion rapida y eficiente de glucosa a

etanol (Ingram 1989).

El balance neto de la ruta es la formacién de un mol de Adenosin trifosfato (ATP) y

dos de etanol y diéxido de carbono por mol de glucosa o fructosa metabolizada, de
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ahi que la formacion de biomasa sea menor que en el caso de las levaduras (dos
moles de ATP por mol de glucosa por la via glicolitica), debido a una limitacion en

la disponibilidad de energia para los procesos de biosintesis. (Brito et Al. 1999).
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FIGURA 3. Via lineal de Entner-Doudoroff en Z.mobilis. Fuente: (Garcia 2003).
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1.2.4 Efecto de la temperatura.

Z. mobilis es capaz de crecer en una gama de temperaturas de 25 a 40°C, su
temperatura Optima de crecimiento se sitia entre 30 y 35°C. A temperaturas
superiores a 30°C, son los rendimientos de etanol y biomasa mas que los
parametros especificos, quienes se ven mas afectados. El crecimiento a 36°C es la
mejor prueba fenotipica para diferenciar a Z. mobilis subespecie mobilis (+) de Z.
mobilis subespecie pomaceae (-), Zymomonas es eliminada al exponerla a una

temperatura de 60°C por 5 minutos (Balon 2009).

Contrariamente a Escherichia coli, Zymomonas mobilis es incapaz de mantener
constante la fluidez de la membrana al ser cultivada a diferentes temperaturas. A
altas temperaturas la fluidez disminuye proporcionalmente a la concentraciéon de
acidos grasos insaturados. El aumento de la temperatura induce la acumulacién de
etanol en el interior de las células, lo que amplifica su efecto inhibidor. Durante el
cultivo de Zymomonas mobilis a 40°C, la adicion de Mg2+ al medio de cultivo mejora
en un 100% el rendimiento de produccion de etanol (76% de rendimiento en lugar
de 38%). (Abarca 2010).

1.2.5 Efecto del etanol.

La bacteria Z. mobilis presenta ventajas para llevar a cabo el proceso, destacandose
entre otras por: (i) alta velocidad especifica de consumo de sustrato y de produccion
de etanol, (i) rendimientos de etanol cercanos a los maximos teéricos con
relativamente baja formacion de biomasa (iii) alta tolerancia al etanol hasta del 16%
v/v (iv) la facilidad con la que se puede manipular genéticamente (Seo et al. 2005).
Z. mobilis produce mayor rendimiento de etanol comparado con S. cerevisiae con
valores de 0,49 y 0,46g/g respectivamente, en medio de cultivo con 100g/L de
glucosa, 200rpm, pH 5y 30°C. (Davis et al. 2006).

Ademas, produce menos biomasa comparada con otros microorganismos y mas

carbono es canalizado para la produccion de etanol, obteniendo rendimientos y
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productividades de etanol por arriba de 1.9 mol etanol/ mol glucosa, esto representa

aproximadamente el 97% de la eficiencia de conversion tedrica (Yanase et al. 2002).

Si bien la Saccharomyces cerevisiae y Zymomonas mobilis son las mejores
opciones para la produccion de etanol a nivel industrial, resulta que esta Ultima
posee una alta tolerancia al etanol sin inhibicion, mayores velocidades especificas
de consumo de sustrato y produccion de etanol, por lo tanto, tiene un mayor
rendimiento de etanol producido por glucosa fermentada, cerca de 5 a 10 % con

respecto a Saccharomyces cerevisiae. (Lee et al. 2000).

1.2.6 Efecto del pH.

Se ha encontrado que tiene cierto comportamiento de crecimiento a diferentes
temperaturas y pH. Donde las cepas de Zymomonas anaerobias crecen en el rango

de pH comprendido ente 3.4 a 7.5.(Swings, et al. 1977).

Esta bacteria crece en un rango de pH 3.5 — 7.0 (Garcia et al. 2004).

Ademas de poder crecer y producir etanol en un rango de pH de 3.5 a 7.5 (Panesar
2006).

En fermentacion en medio liquido (FML) se ha reportado un pH de 5y 3.5 al inicio

y al final de la fermentacion respectivamente (Kalneniek 2006).

1.3 Fermentacién en medio estandar.

1.3.1 Crecimiento microbiano y preindculo.

El crecimiento bacteriano inicia al inocular nutrientes con una pequefia cantidad de

células. Durante el crecimiento bacteriano se identifican claramente cuatro fases.
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Una fase de latencia en la cual los microorganismos se adaptan al medio en el cual
iniciaran la fase de crecimiento exponencial, durante esta fase el crecimiento
bacteriano es maxima y es la mas importante durante todo el proceso de
produccion. Al presentarse un agotamiento de los nutrientes iniciales se inicia una
fase estacionaria donde los microorganismos limitan su crecimiento vy

posteriormente entran a la fase de muerte.

S
InS
stacionario
X Muerte
InX
Exponencial
Latencia
tiempo
FIGURA 5. Concentracion de biomasa y sustrato. Fuente: Dunn 2003.

Otro factor de suma importancia en la fermentacion de azucares con Z. mobilis es
la preparacion del preindculo e inGculo, esto quiere decir que para obtener
rendimientos altos de etanol se debe utilizar un in6éculo adaptado a el medio de
cultivo y a las condiciones de temperatura, pH y agitacion a las que se llevara a

cabo la fermentacién. (Doelle 1993),

La cinética de crecimiento es evaluada por densidad 6ptica a 540 nm cada 2 horas,
mostrando un periodo de adaptacion rapido, seguido por un periodo pronunciado
de crecimiento exponencial de la hora 6 hasta la hora 26. La fase estacionaria se
desarrollé de la hora 26 a la 32 con una m = 0.20 h™1, para luego continuar con la
fase de declinacion o muerte. La cinética de crecimiento de Zmm1 muestra una fase
de adaptacion corta; de la hora 2 a la 29 se mantuvo la fase de aceleracion

logaritmica, hasta alcanzar la fase estacionaria a la hora 32 conunam =0.18 h™%;
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posteriormente llegd a la fase de muerte. La cepa Zmm2 mostré6 una fase de
adaptacion rapida. La fase exponencial demostré que de la hora 2 a la 12 el
crecimiento es lento, pero de la hora 12 a la 23 ocurre un incremento del crecimiento
alcanzando la fase estacionaria con una m=0.15 h~1, para luego continuar con la
fase de declinacién. La cinética de crecimiento de Zmpl presentd un periodo de
adaptacion corto, una fase logaritmica larga hasta la hora 17 con m=5 h™1,; |la fase
estacionaria se extendié desde la hora 26 a la 32 se. Zmp2 present6 una fase de
adaptacion corta, una fase logaritmica constante con un maximo de crecimiento a
la hora 26 con una m= 35.7 h~1,. (Maldonado 2001).

1.4 Aplicaciones industriales.

Zymomonas mobilis interviene en la fermentacion del vino de palma, de la cerveza
chica, asi como en la fabricacion del vino. Se asegura, ademas, que participaba en
la fabricacién de las cervezas auténticas de la antigiiedad. También se ha utilizado
para la conservacion de jugos extraidos de remolacha y en el tratamiento de
desechos de la industria cervecera para uso como alimento en animales de granja
(un uso parecido se ha producido con la papa). Otro uso dado ha sido para la
elaboracion de cervezas con bajo contenido de alcohol (0,7%), a esta se la llama
“‘cerveza dietética”. También ha sido empleada para desarrollar una nueva
tecnologia en la produccion del “pulque”. Otra posibilidad de utilizacion de
Zymomonas mobilis es la produccién a gran escala de etanol. Esto debido a que su
rendimiento de conversion es mayor que el de la levadura y a que puede producirlo
a una velocidad significativamente mas elevada, ademas, esta bacteria no necesita
oxigeno y presenta en general una mejor tolerancia al etanol que la levadura.
(Abarca 2010).

El bioetanol es uno de los combustibles renovables méas importantes que

contribuyen a la reduccion de los impactos ambientales negativos. La produccion

de bioetanol utilizando materias primas de grado alimenticio no resulta factible, por
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lo cual el residuo celulésico es una alternativa bastante atractiva debido a que es

abundante y barata, siendo Z. mobilis una bacteria de interés. (Morales 2011).

Un factor importante en la fermentacion es el microorganismo utilizado. Dos de los
principales microorganismos que se usan en la produccion de etanol son
Saccharomyces cerevisiae y Zymomonas mobilis. Debido a que Z. mobilis es una
bacteria osmo y etanol tolerante su uso en la industria de los biocombustibles

(bioetanol) ha ido creciendo considerablemente. (Alarcon 2010).

Dentro de los microorganismos de interés como alternativa en produccién de
bioetanol, se encuentra Zymomonas mobilis (Zm), quien, por su consumo rapido de
glucosa en procesos de fermentacion y bajas de pH en el medio, han despertado
interés desde la década de los 30. (Matiz 2002).
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Muestreo.

e San Pedro Teozacoalco:

Se obtuvieron 4 muestras al azar en botellas estériles de los mostos de fermentacion
del proceso de produccion de mezcal del tipo artesanal del palenque ubicado en
San Pedro Teozacoalco, Oaxaca de Juéarez (Latitud: 17.0201, Longitud: -97.2857,
17°1' 12" Norte, 97° 17' 9" Oeste) de dos especies diferentes: a) A. potatorum Zucc.;
3 dias de fermentacion, pH 3.5y 3.9 °Brix, y b) A. angustifolia Haw; 3 y 2 dias de
fermentacion, pH 4.5y 20 °Brix.

e Miahuatlan de Porfirio Diaz

Se obtuvo una muestra al azar en botellas estériles del mosto de fermentacion del
proceso de produccion de mezcal del tipo artesanal del palenque ubicado en San
Luis Amatlan Miahuatlan Porfirio Diaz, Oaxaca, (Latitud: 16.47161 Longitud: -
96.73210,) de una especie: c) Agave karwinskii con 6 dias de fermentacién, pH 5.0
y 30°Brix.

2.2 Aislamiento.

La técnica para el aislamiento fue el de diluciones seriadas en agua peptonada
estéril al 1% tomando de las diluciones 1x1072 y 1 x 1073, 50ul para siembra en
cajas Petri en el medio de crecimiento agar WLD. Las cajas se incubaron a 35 °C
por 3 dias en una incubadora marca ECOSHEL modelo 9052L y se seleccionaron
las cepas que por morfologia macroscépica observada en un microscopio

estereoscopico SWIFT MA725 presentaran las caracteristicas siguientes: colonias
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redondas, bordes regulares y de color verde profundo. Cada colonia se sembro
nuevamente en el medio WLD por técnica de estria cruzada en cuatro cuadrantes

por agotamiento hasta obtener cultivo axénico.

Tl
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FIGURA 6. Método de Diluciones.

2.3 Siembra en medio selectivo.
Se sembraron en el medio selectivo WLD (Bayona et al., 2002) y se incubaron a

35°C por 3 dias, aquellas cepas que perduraron se consideraron como

presuntivamente cepas de Zymomona mobilis.
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TABLA 3. Cantidades para preparacion de WLD.

g/L g/240mL

Sabouraud 65.4 15.696

dextrosa agar +

Cicloheximida

Extracto de 4 0.96

levadura

Fosfato de 0.55 0.132

monopotasio

Cloruro de 0.425 0.102

potasio

Dextrosa 10 2.4

Gelatina 14 3.36

bacteriol6gica

Soluciones madre mL/240mL

Cloruro férrico 0.0025 0.0006 2.4
Verde de 0.125 0.03

bromocresol

Cloruro de calcio 0.22 0.0528 24
+ sulfato de

magnesio

Fuente: Abarca (2010).

2.4 Morfologia microscopica.

Se realizé en un microscopio Optico marca Brand VELABTM, Modelo VE-B10;

mediante tincion Gram; diferenciando las cepas que no presentaran las
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caracteristicas propias del género Zymomona (Cervantes-Contreras y Pedroza,
2008).

2.5 Pruebas Bioquimicas.

Las cepas seleccionadas se realizan las pruebas correspondientes como
mencionan, Abarca (2010), Bayona (2001).

TABLA 4.  Pruebas Bioguimicas para Zymomona mobilis.

PRUEBA MEDIO
1 | Crecimiento en agar EMB | Agar Eosina Azul de Metileno
2 | Citrato Agar citrato de Simmons
3 | TSI Agar hierro y triple aztcar
4a | Ureasa Caldo Urea
4b Base de agar urea + agar
5 | Gelatinasa Gelatina bacterioldgica + grenetina + NaCl
6 | D - Glucosa Caldo base rojo de fenol + azlcar
7 | Sacarosa
8 | Lactosa
9 | Medio estandar + NaCl Agar para métodos estandar + NaCl (0.5%)
10 | Movilidad Agar + glucosa

Fuente: Bayona (2001), Abarca (2010).
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2.6 Prueba de fermentacion en medio estandar WL.

Se realizaron preinéculos en medio liquido WL modificando la fuente de carbono,
se emplearon 3 fuentes de carbono: dextrosa, fructosa y sacarosa a 70 g/L, se
emplearon estos debido a que son los azucares mayoritarios presentes en los
mostos de agave. Se realiz6 un preindculo adicionando 2 colonias dejandolo por 72
h de incubacién a 35°C (Lyness y Doelle 1980), hasta obtener 1x10 6 UFC/mL en
escala McFarland a 600 nm. Se realiz6 una cinética de tipo destructiva con la
finalidad de mantener volumen constante, por un total de 5 dias de fermentacion.
Se tomaron muestras para ART (Dubois et al., 1951; Dubois et al., 1956); Biomasa
(Arnaiz et al., 2000) y UFC/mL (McFarland, 1907; Li et al., 1993).

TABLA 5. Componentes del medio estandar para prueba de fermentacion, variando fuente de carbono.

g/l
Extracto de levadura 4
Fosfato de monopotasio 0.55
Cloruro de potasio 0.425
Dextrosa 30
Sacarosa
Fructosa.
Soluciéon madre (para 100 ml)
Cloruro de calcio + sulfato de 10 ml
magnesio.

Fuente: propia.
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2.7 Fermentacién en Agave angustifolia Haw.

Se realizé un preinoculo en mosto de Agave angustifolia Haw (ya que es el mas
comun y mas facil de conseguir), en relacion 1:3 (agave cocido: agua) colocando 2
colonias del microorganismo de estudio e incubando por 72 h a 35°C (Lyness y
Doelle 1980), hasta obtener 9x10 6 UFC/mL en escala McFarland a 600 nm. Se
realiz6 una cinética de tipo destructiva con la finalidad de mantener volumen
constante, por un total de 5 dias de fermentacion. Se tomaron muestras para ART
(Dubois et al., 1951; Dubois et al., 1956); Biomasa (Arnéiz et al., 2000) y UFC/mL
(McFarland, 1907; Li et al., 1993).

2.8 Destilacion simple.

Se realizo una destilaciéon simple del mosto fermentacion en Agave angustifolia

utilizando el equipo correspondiente.

2.9 Método de Dubois.

Existe una variedad de métodos colorimétricos los cuales utilizan reactivos distintos
como antrona, fenol, orcinol o resorcinol- EI método colorimétrico para la
determinacién de la concentracién de carbohidratos mas ampliamente utilizado es
el desarrollado por Dubois et al. debido a la facilidad del procedimiento, sensibilidad,
rapidez de los resultados y por ser apropiado para cuantificar diferentes azlcares

como monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos. (Monsigny, 1988).

El método de Dubois et al. demostro6 ser simple, estable y reproducible, logrando
acortar el tiempo necesario para la determinacion de carbohidratos comparado con
otros métodos colorimétricos. (Masuko 2005, Albalasmeh 2013, Hall 2013).
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FIGURA 7. Método de Dubois et al. Fuente: propia.

2.10 Método por peso seco

La cantidad total de biomasa presente en una muestra puede medirse en términos
de peso seco por unidad de volumen, ya sea como solidos en suspension totales
(SST) o sdlidos en suspension volatiles (SSV). Las células se separan del liquido
bien por centrifugacion bien por filtracion. La principal desventaja de estas técnicas
es que su determinacion incluye no solo microorganismos activos Sino
microorganismos muer-tos, material inerte, polimeros extracelulares y materia
organica adsorbida. (Arnaiz et al., 2000).
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FIGURA 8. Método por peso seco. Fuente: propia
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2.11 UFC/ml (Escala McFarland).

La escala de McFarland, ampliamente conocida en la estimacion de poblaciones
bacterianas aerobias, fue validada como técnica de estimacion de bacterias
anaerobias. En los laboratorios de microbiologia clinica con énfasis en aerobios, se
han superado estas dificultades, usando el estandar de McFarland,, que estima
poblaciones microbiales comparando indices de turbidez del estandar con los

logrados del cultivo microbiano.

Con el estandar de McFarland, es posible determinar la concentracién bacteriana
Optima para el proceso de criopreservacion, cuando se lleva a cabo al final de
crecimiento exponencial y principio de la fase estacionaria del crecimiento
bacteriano. Ademas, la escala de McFarland, es una herramienta atil para evaluar
la viabilidad bacteriana después del proceso de criopreservacién. El método
validado es efectivo para ser usado en otros procedimientos que requieran la
estimacion de concentraciones bacterianas, facilita la preparacion de in6culos con
poblaciones estimadas y demostré ser un método rapido, confiable y econémico.
(Arcos et al. 2004).

2.12 Modelo para determinacion de parametros cinéticos.

El modelo propuesto por Lee & Rogers (1983) presenta la desventaja de que
algunos de los parametros del modelo se determinan con base en estudios para
levaduras, de los cuales los autores adoptan algunos datos para Z. mobilis. Por otra
parte, algunos parametros se determinan sin emplear herramientas matematicas
gue permitan seleccionar verdaderamente los valores que mejor se ajustan a los
resultados experimentales. Adicionalmente las ecuaciones propuestas de Lee &
Rogers surgen simplemente de proponer ecuaciones tipo Monod para la cinética y
adicionar términos con el fin de considerar el efecto inhibitorio del etanol y de la
glucosa a altas concentraciones, sobre la formacion de biomasa y producto en Z.
mobilis. Por lo tanto, las ecuaciones obtenidas no reflejan los hallazgos

experimentales alcanzados en Z. mobilis, lo cual limita la utilidad y capacidad
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descriptiva del modelo. Una mejor estrategia es proponer ecuaciones con base en
un analisis de la ruta metabdlica empleada por Z. mobilis y en los resultados
experimentales de diversas investigaciones, de forma tal que el modelo asi obtenido

constituya una sintesis de estos hallazgos.
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FIGURA 9. Metabolismo de la glucosa y fructosa en Z. mobilis. Fuente: (Lee & Huang 2000).

37



Lee & Huang (2000) proponen una forma novedosa de determinar la velocidad
especifica de consumo de sustrato, estos autores llevan a cabo un analisis de la
ruta metabolica empleada por Z. mobilis para consumir glucosa y formar etanol, ATP
y biomasa. Este analisis lo llevan a cabo empleando la figura 5, la cual indica que
en ausencia de fructosa el catabolismo de la glucosa es a través de la via glucosa-
6-fosfato para convertirse en 6-fosfogluconato (6-FG). A través del intermediario 2-
ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato, el 6-fosfogluconato se rompe para formar 2
moléculas de tres carbonos. Si no se emplea sustrato para formar biomasa, 2 moles
de piruvato y 1 mol de ATP son producidas. El piruvato luego se convierte en etanol

y didxido de carbono, con la subsecuente regeneracion del cofactor NAD+.

Para desarrollar el modelo que se propone en este trabajo se parte del modelo
reportado por Rogers y col. (1999) y Leksawasdi y col. (2001). Este modelo incluye
en su cinética tres parametros que afectan sensiblemente el proceso de
fermentacion tasa especifica de crecimiento, u; tasa especifica de consumo de
sustrato, g, y tasa especifica de produccion de etanol g,. Para incluir el efecto del
pH en el modelo, se modificaron dichos pardmetros como se muestra en las

ecuaciones del 1 al 3.

_ HmaxS
k= Ks(1+L)+s @)
_ ApmaxS
T = i+ )es @
g =t @
KS(1+K_b)+S

Tasa especifica de crecimiento (u,) en la fase exponencial de crecimiento, el cual

sera aproximadamente igual a -

X =xyxehxt 4)
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u es constante cuando se encuentra en la fase de crecimiento exponencial, por

tanto, la ecuacion se puede integrar.

Inx =Inxg+ uxt (5)
Donde:
x = concentracién celular en el tiempo (t)
Xo= concentracion celular en el tiempo (t = 0)
u= tasa especifica de crecimiento celular. Considerada u,,,, €n fase de crecimiento

exponencial.

2.13 Modelo de Gompertz.

La ecuacion diferencial de Gompertz viene dada por la siguiente expresion:
L0 = KN(B)In ( (6)
t

4
N(D)

gue incluye los mismos parametros biologicos que el modelo logistico, la tasa
intrinseca de crecimiento Ky A como el crecimiento maximo. La tasa de

crecimiento del modelo, definida como:

A
Tasa de crecimiento = K ln(m

es, por tanto, de orden logaritmico. La ecuacién diferencial de Gompertz puede
resolverse explicitamente y sus soluciones son:
N(t) = Ae"Be™™

donde:

¢ N(t) es el tamafio de la poblacion al tiempo t.

e A es el valor del maximo crecimiento y ademas determina un punto de

inflexion en é.
e B numero positivo que desplaza el modelo a la izquierda o derecha.

e K establece la tasa intrinseca de crecimiento.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1 Pruebas Bioquimicas.

De las cepas seleccionas como posibles candidatas de todas las muestras

analizadas, solo una muestra cumpli6 con los resultados esperados para

Zymomona mobilis, como menciona Abarca(2010) y Bayona (2001).Esta muestra

fue la de Agave potatorum Zucc con 3 dias de fermentacién, pH 3.5y 3.9 °Brix.

TABLA 6. Resultados de las pruebas bioquimica.
Nombre de la .
Prueba Resultado esperado | Resultados obtenidos
Prueba
Agave potatorum | Agave karwinskii
1
Crecimiento en agar
1 eosina azul de - -
metileno
2 Prueba del Citrato - -
TSI (Agar Hierro
3 _ . A/A A/A
Triple Azucar)
4da Caldo Urea + -
4b Agar Urea + -
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Prueba de

5 Licuefaccion de la - - -
Gelatina

6 D-Glucosa + + +

7 Sacarosa + + +

8 Lactosa - - -

Crecimiento en

9 medio estandar + + + -
NacCl

10 Movilidad - - -
Medio para

11. deteccion de + - -
Zymomonas

La cepa de Zymomona descubierta se nombré bajo un sistema de cédigos del
laboratorio, siendo esta la ITOLIVO13 y una cepa previamente aislada como
ITOLIVO12.

En la siguiente tabla se muestra su imagen microscépica correspondiente a

Zymomona mobilis, asi como su cultivo axénico en la caja Petri.
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TABLA7. ITOLIVO12 Y ITOLIVO13.

colonias pequenas,
puntiformes
traslucidas.
Cervantes et al.,
(2008).

colonias pequefias, Bacilos Gram(-)
puntiformes
traslucidas
Cervantes et al.,
(2008).

3.2 Cinética de Crecimiento en medio estandar.

3.2.1 Crecimiento celular de Zymomona mobilis ITOLIV012 y ITOLIV0O13 en
Dextrosa, Sacarosa, Fructosa.

e ITOLIVO12

Como se observa en la figura 10 se alcanzé la mayor cantidad de células a las 24

hrs usando sacarosa como fuente de carbono.
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e |TOLIVO13.

Como se observa en la figura 11 se alcanz6 la mayor cantidad de células

a las 24 hrs usando sacarosa como fuente de carbono.
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FIGURA 11. Crecimiento celular ITOLIVO13 en a), b) y c) a las 24 hrs.

3.2.2 Generacion de Biomasa

3.2.2.1 Generacién de Biomasa por las cepas ITOLIV012 Y ITOLIVO13, en
Dextrosa, Sacarosa y Fructosa

e ITOLIVO12.

Como se observa en la figura 12 se alcanz6 la mayor cantidad de biomasa a las 24

hrs usando sacarosa como fuente de carbono.
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FIGURA 12. Generacion de biomasa ITOLIV0O12 en a), b) y c) a las 24 hrs

e |TOLIVO13

Como se observa en la figura 13 se alcanzo la mayor cantidad de biomasa
a las 24 hrs usando sacarosa como fuente de carbono.
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FIGURA 13. Generacion de biomasa ITOLIVO13 en a), b) y ¢) a las 24 hrs

3.2.3 Consumo de sutrato y formacion de producto.

3.2.3.1 Consumo de Sustrato (Dextrosa, Sacarosa y Fructosa) por las cepas
ITOLIVO12 Y ITOLIVO13

e ITOLIVO12

Como se observa en la figura 14 donde mas consumo de sustrato a las 24 hrs fue
en sacarosa como fuente de carbono.
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FIGURA 14. Consumo de sustrato por ITOLIVO12 en a), b) y c) a las 24 hrs

e |TOLIVO13

Como se observa en la figura 15 donde mas consumo de sustrato a las 24 hrs fue

en dextrosa, seguido de sacarosa por una diferencia menor.
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FIGURA 15. Consumo de sustrato por ITOLIVO13 en a), b) y c) a las 24 hrs

3.2.3.2 Formacion de Producto.

e ITOLIVO12

Formula = 0.4(x gramos de sustrato)
/1 gr de sustrato

Como se observa en la figura 16 donde mayor cantidad de etanol teérico produjo

fue en sacarosa usada como fuente de carbono.

48



b Fructosa (ITOLIVO12
) Dextrosa (ITOLIV012) ) Fructosa )

50 1
50 12 _ e
w0 0 % “@ 0 Etanol
- ¢ ¢ Etandl teprico=1119 S -
i ] E ] tedrico=11.52 g/l
Ean | %20 6 3 o
. =} c
10 1 E 10 : E
0 o 0
o 5 10 15 20 £ o !
. 0§ 10 15 W % 30
t
=8=\RT =8=gtanol taarico
=8—ART =—@—ctanol teorico
¢} Sacarosa (ITOLIVO12)
0 0
a0 5 3
=3 £
a4 0§
% K]
10 ¢ g
¥
4 ]
0 0 15w 25 30

—4—ART ——etanal tearics

FIGURA 16. Consumo de sustrato por ITOLIV012 en a), b) y ¢) alas 24 hrs.

e [TOLIVO13

Como se observa en la figura 17 donde mayor cantidad de etanol teérico produjo

fue en dextrosa seguida de sacarosa, casi la misma cantidad.

49



a) Dextrosa(ITOLIVO13)

b) Fructosa (ITOLIVO13)
40 14 50 14
125 a0 12
30 0o 0 = -
- 1o - % Efanol teérico=12.05
7] 0 B g :1 - 8 g
] E 3 %m0 £ gl
10 f ; 10 f
[ 0 [ 0
o 5 10 15 20 25 30 o 5 10 15 20 15 30
—A—RT  =B—ptanol teorico =B \RT  —B—ptanol teorico
c) Sacarosa (ITOLIV013)
40 14
35 12
n 10 _
EJ.: g =
L 20 -
% 62
10 -
5 2
[
o 0 15 0 25 30

t

—B—RT  —E—etanal tearica

FIGURA 17. Consumo de sustrato por ITOLIVO13 en a), b) y ¢) alas 24 hrs.

3.3 Cinética de crecimiento en mosto de Agave angustifolia Haw.

3.3.1 Crecimiento celular en mosto de Agave angustifolia Haw de ITOLIV012 Y
ITOLIVO13.

Como se observa en la figura 18 la cepa ITOLIV0O12 alcanzé la mayor cantidad de

células a las 264 hrs en mosto de Agave angustifolia Haw usada como fuente de
carbono.
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FIGURA 18. Crecimiento celular ITOLIV012 y ITOLIVO13 en mosto de Agave angustifolia Haw a las 264

hrs.

3.3.2 Generacion de Biomasa.
3.3.2.1 Generacién de Biomasa por las cepas ITOLIV0O12 Y ITOLIV0O13, en mosto

de Agave angustifolia Haw.

Como se observa en la figura 19 la cepa ITOLIVO12 gener6 mayor cantidad de

biomasa a las 264 hrs en mosto de Agave angustifolia Haw usada como fuente de

carbono.
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FIGURA 19. Generacién de Biomasa por ITOLIV012 Y ITOLIV013 en mosto de Agave angustifolia Haw a
las 264 hrs.

3.3.3 Consumo de Sustrato y formacion de producto

3.3.3.1 Consumo de sustrato en Agave angustifolia Haw por ITOLIV0O12 Y
ITOLIVO13.

Como se observa en la figura 20 la cepa ITOLIV0O12 y ITOLIVO13 consumieron casi

la misma cantidad de sustrato en mosto de Agave angustifolia Haw usada como
fuente de carbono a las 264 hrs.
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FIGURA 20. Consumo de sustrato en agave Angustifolia Haw por ITOLIV012 y ITOLIV013 a las 264 hrs.

3.3.3.2 Formacion de producto.

Como se observa en la figura 21 la cepa ITOLIVO12 gener6 mayor cantidad de
etanol tedrico a las 264 hrs en mosto de Agave angustifolia Haw usada como fuente

de carbono, con poca diferencia de la cepa ITOLIV013.
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FIGURA 21. Formacion de etanol tedrico de ITOLIV0O12 Y ITOLIVO13 en mosto de Agave angustifolia
Haw a las 264 hrs.

54



3.4 Destilaciéon Simple.

Se realizo una destilacién de los mostos fermentados para obtener muestras para
llevarlas a analizar en un futuro y estimar su porcentaje de alcohol verdadero, se
obtuvieron aproximadamente 5 ml de destilado de cada muestra, correspondiente a

destilacion normal y con cobre.

FIGURA 22.  Equipo de Destilacion Simple.
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CAPITULO 4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

La cepa de Zymomona fue aislada exitosamente y catalogada como ITOLIV013 se
pudo encontrar en mosto de Agave potatorum con 3 dias de fermentacion pH 3.5y
3.9 °Brix, y una aislada con anterioridad en mosto de Agave americana con 4 dias

de fermentacion, pH 4.5 y 4.5°Brix, ambas del palenque de Teozacoalco.

Como pudimos observar en las gréficas, la ITOLIV0O12, hubo mejor: crecimiento
celular, generacion de biomasa, consumo de sustrato y mejor produccién de etanol
tedrico, por lo cual esta cepa presenta una mayor afinidad por la sacarosa y en

segundo lugar la fructosa.

Mientras tanto la ITOLIVO13, presento similitudes de preferencia con glucosa y
sacarosa, en consumo de sustrato y produccion de etanol tedrico, por lo que esta

cepa se puede desarrollar de forma Optima tanto en sacarosa como en glucosa.

La sacarosa es un disacarido formado por glucosa y fructosa, es por ello que
presenta una afinidad mas por este sustrato, debido a que los mostos de agave de

donde fueron aislados contienen en su mayoria fructosa y glucosa.

En el medio estandar pudimos observar la ITOLIV0O13 como mejor productora de
etanol tedrico, mientras que en el mosto de Agave angustifolia pudimos observar
una ligera similitud entre ITOLIVO12 Y ITOLIVO13.

No se obtuvieron resultados de Zymomona en Agave angustifolia de San Pedro
Teozacoalco ni en Agave Karwinskii de San Luis Amatlan Miahuatlan, a pesar de

gue las muestras estaban dentro de los primeros dias de fermentacion.

Por su asimilacion y preferencias de sustrato se sugiere investigar y probar en el

campo de aplicacion en la elaboracion de diversas bebidas alcohdlicas, asi como
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también en la produccién de alcohol de cafia y la produccion de Bioetanol, siendo

esta Ultima de gran interés en los ultimos afios.

También se sugiere llevar a analizar las muestras obtenidas en la destilacién para

corroborar el porcentaje de alcohol verdadero.
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